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@ Streifentest zur in-vitro-Allergiediagnostik 

@ Die Erfindung botrifft cincn Streifentest zur in-vitro All- 

ergiediagnose und ein Verfahren zum Nachweis von spe- 

zifischem IgE in Vollblut oder Seren im human- und vete- 

rinarmedizinischen Bereich sowie die Verwendung des 

Streifentests zum Nachweis von Inhalations-, Nahrungs- 

mittel-, Kreuzreaktivitats- und Mediterranallergenen. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft einen Streifentest zur in-vitro-AU- 
ergiediagnostik zur Beurteilung von spezifischem Tmrnun- 
globulin E (IgE) in Seren und Vollblut von Aliergikern. 

Man kennt verschiedene Meihoden der in- vivo- und in- 
vitro-AUergiediagnostik. Der in-viiro AUergiediagnostik 
kommt neben der in-vivor AUergiediagnostik, die beispiels- 
weise Haut-, Prick-, Intracutan und Provokationstests urn- 
faBt, eine immcr groBere Bedeutung zii, da das Ailergen- 
spektrum sich stets vergroBert urid eine. in- vivo Testung in 
vielen Fallen aufgrund von Nebenwirkungen fur den Patien- 
ten nicht durchfuhrbar ist 

Fur zahlreiche neue Allergene stehen zudern vielfach 
keine kommerziellen Testlosungen zur Verfugung, da der 
Aufwand fur die Extraktherstellung und somit auch fiir die 
TesdSsungsherstellung haufig nicht im Verhaltnis zur Pa- 
ticntcnzahl stent, wcnn cs sich urn scltcnc AUcrgicn handclt 
Zu nennen waren hier u. a. die .Berufs- Allergene, wie sie 
z. B. in Holzem, Rohkaffee, Hygienegebraucbsartikeln wie 
z. B. Latexhandschuhen etc., vorkommen, die oft nur kleine 
Gruppen betreffen. Bei hochgradigen Allergikem kann es 
: bei in- vivo Testungen mit neuen, noch nicht ausreichend 
charakterisierten AUergenlosungen zu unzumutbaren Ne- 
benwirkungen konunen, die das Wohlbefinden erheblich be : ' 
eintrachtigen. Die in-vitro-Diagnostik dagegen hat den \for- 
teil, daB sie fur den Patienten vollig ungefahrlich ist, da die 
Testung mit dem Serum, des Patieriten auBerhalb des Orga- 
ru^mus durchgefuhrt wird. 

Im Rahrnen der in-yitfo Bestimmung yon spezifischem 
IgE und Gesamt-IgE in Seren von Patienten spielt das IgE 
die entscheidende Rolle. IgE.(Immunglobulin E) ist ein Ei- 
weiBstoff und aus serologischer Sicht hauptverantwbrtlich 
fiir das Krankheitsbild einer Allergie. 

Bekannt ist bisher die in-vitro.Bestimmung von Allergien 
durch den Allergenscheiben-Test, der von Johansson, Wide 
und Bennich entwickelt wurde und in Lancet 2, 1105-1107 
(1967) beschrieben ist. Dieses Verfahren stellt den heute am 
haufigsten benutzten Test dar. Es ist gleichzeidg das erste 
Testsystem, um spezifisches IgE in Seren von Allergikem zu 
' messen. Ahnliche Testsystem sind z. B. in EP 203 238 be-, 
schrieben. 

Alle diese bekannten Tests konnen nur mit aus Vollblut 
hergestellten Seren durchgefuhrt werden und sind nur mit 
einem groBeren experimentellen Aufwand durchfuhrbar, 
d. h. sie sind aufwendiger hinsichdich der Ausfuhrung und 
Auswertung. 

Ferner ist es fiir viele Patienten wichug, daB eine in-vitro- 
Testung eine Vielzahl von Allergenen, wozu auch seltene 
Allergene, wie z. B. Latex gehoren, abdeckt, um so eine ge- 
naue und zuverlassige Diagnose zuzulassen. Ein weiterer 
Nachteil der bisher bekannten Tests ist neben einem unzu- 
reichenden Ailergenspektrum, welches diese Teste abdek- 
ken, eine aufwendige und langwierige Durchfuhrung, die 
nicht von jedermann auf einfache Weise ausgefuhrt und ins- 
besondere auch nicht ausgewertet werden kann. Zudem 
sollte ein solcher Test sowohl im human-medizinischen Be- 
reich, als auch in der Veterinarmedizin zur Diagnose einge- 
setzt werden konnen und gleichermaBen mit Serum und 
Vollblut durchgefuhrt werden konnen, ohne daB hierbei das 
Ergebnis verfalscht wird. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, einen 
auf einfache Weise zu handhabenden Streifentest zur in-vi- 
tro- AUergiediagnostik zu entwickeln, der sowohl mit Serum 
als auch mit Vollblut durchgefuhrt werden kann und cine 
ausreichende Anzahl von Allergenen einschlieBt. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Streifentest fur die in- 
vitro Diagnose zur Beurteilung von spezifischem IgE da- 



durch gekennzeichnet, daB der Test sowohl mit Vollblut als 
auch mit Serum durchgefuhrt werden kann. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Streifentest fur 
die in-vitro Diagnose zur Beurteilung von spezifischem TgE 
in Seren und/oder \follblut dadurch gekennzeichnet, daB je- 
der Stick mit jeweils einer Positiv-, einer Negativkontrolie 
und einem bis neun verschiedenen Allergenen beschichtet 
isL 

Der Streifentest dient zur Beurteilung von spezifischem 
IgE in Vollblut oder Seren von Allergikem und kann neben 
dem Humanbereich gleichermaBen auch im Veterinarbe- 
reich eingesetzt werden. Die Auswertung erfolgt vorzugs- 
weise visuell durch Vergleich mit einer Farbkarte. Dabei 
werden die entstehenden Farbungen der Allergenpads auf 
dem jeweiligen Testsu-eifen mit einer vorgegebenen Farb- 
skala verglichen. Die Farbintensitat ist dabei der Indikator 
fiir den Befund der Allergiediagnose. 

Ein typischcr Allcrgcnstrcifcn umfaBt vorzugsweisc 9 
Allergene, eine Negativ- und eine Positivkontrolle. Ein 
20 Komplettest beinhaltet vorzugsweise unterschiedliche AU- 
ergieteststreifen aus verschiedenen Bereichen. Hierzu geho- 
ren beispielsweise Graser/Getreide/Krauter (G/G/K), Tiere/ 
Fedem/Milben (T/F/M), Baume (B), Pilze (P), Nahrungs- 
mittel (NM), Screening (S) [Phadiatop]. 
25 Ein typisches-AllergenspekUum ist in der nachfolgenden 
Tabelle aufgelistet. Hinzu kommen zu diesen Standardaller- 
genen noch Allergene spezieller Art, wie sie beispielsweise 
in Rostkaffee, bestimmten-H61zern, Insektengiften, Medika- 
"menten, Latex etc' vorkommen. 
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Baurapollen (B) 

Birke . 

Eiche 

Erie 

Hasel 

Pappel 

Platane' 

Rotbuche 

Ulme 

Weide 

Neg. Kontrolle 
Pos. Kontrolle 
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Tiere/Fedem/Milben 
50 (J/F/M) 

Dermal, .pter. 
Dermat.far. 
Federrnix (Gans, Huhn, 
Ente) 

Goldhamster 
. Hund 
Kaninchen 
Katze 

Meerschweinchen 
Pferd 

Neg. Kontrolle 
Pos. Kontrolle 
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Graser/Getreide/Krauter 
(G/G/K) 

BeifuS 

Gerste 

Glaskraut 

6-Graser 

Hafer 

Ragweed 

Roggen 

Wegerich 

Weizen 

Neg. Kontrolle 

Pos. Kontrolle 



Pilze (P) 

Alternaris tenuis 
Aspergillusfum. 
Botrytis cinerea 

Cladosp. herbarum 
Curvularia lunata 
Fusarium monoliforme 
Helminthosporium halodes 
Penicillium notatum 
Rhizopus nigricans 
Neg. Kontrolle 
Pos. Kontrolle 
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Nalirungsiiiiuel (NM) 
ErdnuB 
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Nahmngsmittel (NM) 

HaselnuB 

Hiihnerei 

Kabeljau 

Krabbe 

Kuhrnilch 

Roggenmehl 

Sellerieknolle 

Soja 

Neg. Kontrolle 
Pos. Kontrolle 



Gebrauchsstoffe 
Latex 

Neg. Kontrolle 
Pos. Kontrolle 
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Ein handelsiibticher Test der vorliegenden Erfindung ent : 20 
halt beispielsweise 

- Inhalationsallergen-Teststreifen r .- r .. . 

- NaruiJngsmittelaUergen-Testslreifen 
•- KjeuzreakUvitaU>aUcxgen-TesLslreifen sowie - 

- Mediterran-Ailergenteststreifen. , 

Die erfmdungsgemaBen Testetreifen, werden ais^Ailergo-'. 
dip™ bezeichneL Die zuvpr genannte.beispielhafte Zusam- 
mensetzung eines solchen AUergodip™-Testsystems_in be- 1 
zug auf die zu testenden Allergene kann.folgetiderrnaBen 
aussehen: . - \ ■ f :r 

Die Code-Nunimern wurden dera Allergenscheibenkatalbg 
(Allergopharma) Stand Oktober 1993 entnbmmen: 
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AUergodi 


D-Zusamxnertsetaj 


laen 






Code-Nr. 


Nahnjnp 




Kreui 


Code-Nr. 


Mediten-. 


Code-Nr. 


Gras 


fTX90t 


HDhnerd 


f74 


Birke 


f03 


Gras 


oxeoi" 


Romero. 


(J12 


Kiihmlltfi 


TO? 


Erie 


f02 


Pertetarta 


W1S' 


Bfritii 


fM 




res 


Hasel 


104 


Birlwf' ' 


f 03' 


BelfuB 


W06 


Erdnutt 


f 13 


Acfal ' 


f4Q 


Olbaum 1 - 


f 09 ' 


Weoertch 




HasBlnul 


f17 


HasetnuG. 


f17 


Weaerfeh 




Huiid 


eCB 


Seflerta 


SBOI 


Karotie ' 


f 31 


Raoweed 






8 01 


Sojabohna 


f14 




ffi5 


Kstze 


0 01 


Allomaria 


moa 


Krabbe 


f 23 


BeiW 


w 03 


AJtomaria 


m 06 


D-plen>n, 


d01 


Kabeflau 


f03 


SeBwIe 


8 001 


Coteron. ' 


dff1 




kS05 


Ne'oatlvlL 


kfl05 


NeqaOvk. 


k905 


Neoativlc 


K905 


PosIUvk. 


AP 


PosiUvt 


AP 


Postth/k. 


AP 


Posttlvh. 


AP 
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• hier officinale* . 
-hier short 

Weitere typische Komponenten des Testsystems sind fer- 
ner Patientenkarten oder Patienten : Farbkarten, Testglas- 
rohrchen mit Markierung, Teststander, Konjugat, Substrat, 
Einmaipipetten und eine Vorschfift zur Durchfuhrung^ und 
Auswertung des Tests. Das Konjugat ist vorzugsweise' AP- 
Anu-IgE Oder POD-Anti-IgE, das Substrat bevorzugt AP- 
purple IgE, TMB prazipitierend oder BM-purple ~(fj-Br om- 
chlor-indolylphosphat-Nitroblautetrazolium). 

Der Test wird vorzugsweise bei Raumtemperatur durch- 
gefuhrt. . v 

Der Test kann femer in Form eines 1-Tages- und eines 2- 
Tagestests ausgefuhrt werden. Beide Tests unterscheiden 
sich hauptsachlich in der Zeitdauer der Inkubation mit Kon- 
jugat und Substrat. Femer kann der Test mit Vollblut oder 
mit aus Vollblut hcrgcstclltcm Scrum durchgefiihrt werden. 

Die einzeinen Teststxeifen werden vorzugsweise durch 
Bromcyan-Akuvierung, wie sie auch von der Allergenschei- 
bentestung her bekannt ist, hergestellt. 
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Zur Herstellung des Allergodip werden BrCN-aktivierte 
Papierbogen verwendet. Die BrCN-Aktivierung der Papier- 
bogen erfolgt vorzugsweise in Anlehnung an die Allergen- 
scheibenaktivierung, wobei Mengen und Volumina deutlich 
reduziert wurden. 

; Cellulpsepapier wird mit BrCN aktiviert. An die aktivier- 
ten Papiere* werden die Allergene kovalent gekoppelt. Pro 
BrCN akuvierten Papierbogen (DIN A4) wird ein Allergen 
gekoppelt. 4 mm breite r Streifen werden geschnitten und auf 
'ejnen Piastikstreifen (DIN A4) geklebt. Auf . den Plastik- 
'streifen'werden ubereinander z. B. 9 unterschiedlichen All- 
ergene, eine Positiv- und eine Negativkontrolle geklebt Der 
DIN A4 Piastikstreifen 'wird in 4mm breite Piastikstreifen 
(Allergodips), die ca. 7 cm lang sihd, geschnitten. 

. Die Herstellung der Allergen teststrei fen erfolgt vorzugs- 
weise* derart, daS aus'den aUergengekoppelten Bogen 4 mm 
breite Streifen geschnitten werden. Diese Streifen werden 
auf ciric Polystyrolplattc, ca. 30 cm lang und 8 cmbrcit, mit- 
tels eiiies , beidseitigen Klebebandi ubereinander geklebt. 
Die unterschiedlichen Allergenstreifen werden tibereinan- 
dergeklebt und fest angedriickt. Die so vorliegenden mit Al- 
lergenstreifen beklebten Polystyrolplatten werden jetzt iiber 
Nacht mittels einer speziell entwickelten Presse bei Raum- 
temperatur gepreBt. Nach derPressung werden aus der All- 
ergen-bekleblen PolysCyrolplaite imttels einer Schneidema- 
schine 4 mm breite Allergodip (Streifen) geschnitten. Die 
Streifen werden in Rahrchen mit Trockenstopfen a 10 Stuck 
gelagert, etikettiert und bei -20°C gelagert. Sie sind unter 
diesen B'edingungen' mindestens 2 Jahre stabil 

Zur Markierung, ; um welchen Streifen es sich handelt, 
z. B. Baume, wird die Polystyrolplatte ebenf alls oben farb- 
Hen markiert. Jeder Allergodip' hat eine andere Farbe oder 
haf eine geriaue Bezeichnung, z. B. "Inhalation". 

1 Ein'weiterer Gegenstahd'der Erfindung ist ein Verfahren 
zum Nachweis von spezifischem IgE in Vollblut oderSeren, 
das dadurch gekennzeichnet' ist, daB mindestens die folgen- 
den Schritte hacheinander ausgefuhrt werden: 

, "' ' l.'Pipetderung des Serums oder Vbllblutes in"dn Te- 
strohrchen; *" - 

2. Inkubation mit dem Teststreifen (Allergodip 7 ^); 

3. Waschen unter flieBendemWasser, 

4. Allergodip™-Inkubation mit dem Konjugat; 

5. Waschen; ' * " " 

6. AUergodip^-Inkubadon mit dem Substrat; 
' 7. Kurzes Trocknen mit'FlieBpapier; 

8. Abgleich gegen die Farbkarte oder Abgleich und 
Dokumentation mittels der kombinierten Patienten- 
Farbkarte oder einer separaten Farbskala. 

Der Test kann in Form eines 1-Tages- oder 2-Tages-Tests 
durchgefuhrt werden: 
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1-Tages-Test 

- Der Allergodip wird in einem TestrQhrchen 6,5 mm 
x'7 cm mit dem Serurri 30 Min bei Raumtemperatur in- 
kubiert, 

- Der : Streifen wird dann 2-5 Min. im Uitraschallbad 
oder unter flieBendem Wasser gewaschen. 

- Der Streifen wird mit AP-And-IgE 2-3 Std bei 
20-40°Cinkubiert.- 

- Der Streifen wird dann wiederum 2-5 Min. im Uitra- 
schallbad oder unter flieBendem Wasser gewaschen. 

- Der Streifen wird mit Substrat 115 Std. bei Raum- 
temperatur inkubiert 

'- Der Streifen wird mit Filterpapier getrocknet, und 
die Farbreaktion wird gegen eine Farbkarte (eventuell 
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Densitometer) beurteilt. 

2-Tages-Test 

- Der AUergodip wird in ein Testrohrchen mit dem Se- 
rum 3 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. 

- Waschung analog dem 1-Tages-Test. 

- Der AUergodip wird mit AP-Anti-IgE iiber Nacht 
bei Raumtemperatur inkubierL ' 

- Waschung analog dem 1-Tages-Test. 

- Der Streifen wird mit Substrat 1,5 Std. bei Raum- 
temperatur inkubiert 

- Der Streifen wird mit Filterpapier getrocknet, und 
die Farbreaktion wird gegen eirie Farbkarte (eventuell 
Densitometer) beurteilt ' 

(Jbcr die Blaufarbung der AUergenpads wird durch Ver- 
glcich zu cincr Farbkarte die Hone des spcz. IgE-Spicgcls in 
dem Scrum clcs Paticnten bestimmt Es erfolgt eine Eintei- 
lung in die Klasscn 0-4. 

Man bendiigt neben den feststfeifen die folgenden weite- 
rcn Ililfsreugen/.ien: 

* Konjugat 

Als Konjueaf wird vorzugsweise AP-Anti-IgE-Konjugat 
verwendet. I-s kunn ahcr aueh POD-Anti-IgE verwendet 
werden. Dieses' wird ilann mil priizipitierendem TMB als 
Subslrat kombmicn. 

Subsirul 

Als Substrai wird UMvu^sweisc'AP- purple eingesetzt Al- 
temativ kann* bcispidsweisc alien BM-purple verwendet 
werden. 

Wasehlosung * 

( 

Als Wasehlosung win! vorzugsweise eine 0,9%ige NaCI- 
Losung eihgcset//+ VA TvVl!HN 20 + 0,05% NaN 3 . Die 
Wasehlosung wird hcvur/ugi als 1 : 15 Kbnzentrat entspre- 
chend verdunnt. 

Untersuchungcn haben gezcigi, daB zur Waschung Lei- 
tungswasser im Ultrasehallbad verwendet werden kann. 
Auch c kann eine Waschung unler dem Wasserhahn (2 Minu- 
ten) erfolgen.^ 

Zur Durchfiihrung des AUergodip werden unterschiedU- . 
che Geratschaften benbtigt, wie z. B. ein Ultrasehallbad, ka- 
librierte Reagenzglasrohrchen Halterung fur AUergodip, 
Slander fur die Rcagcnzgiasrohrchen, Einmalpipetten und 
eine Farbkarte. Die Ultraschallbadwaschung kann durch' 
Waschung unter dem Wasserhahn ersetzt werden. 

Um vorzugeben, wieviel Serum + Reagenzien pipettiert 
werden mussen werden vorzugsweise kalibrierte Reagenz- 
glasrohrchen (0,9 ml) benutzt. 

Die Rbhrchen sollen zweckmafiigerweise in Kunststoff- 
oder Plexiglasstander gestellt werden. 

Die Waschung der AUergodip kann im UltraschaUbad er- 
folgen, das mit der Wasehlosung befuUt wird. Eine Wa- 
schung unter dem Wasserhahn ist jedoch ebenfalls moglich. 

Um die AUergieteststreifen in das mit Wasehlosung be- 
fiiUte UltraschaUbad zu hangen, wird eine spezieUe Halte- 
rung benotigt, bestehend aus einer Plexiglasscheibe, in die 
Nuten fur die Halterungsklammem eingefrafit sind. Auch 
soUtc cine Halterung der Streifen fur das Waschcn unter 
dem Wasserhahn benutzt werden. 

Nach Testende miissen die AUergieteststreifen kurz mit 
FlieBpapier abgetupft werden, um dann abgeiesen werden 



zu kbnnen. 

Die Auswertung der AUergodip erfolgt iiber eine Farb- 
karte, die den Farbungen angepafit ist, die dem 1- bzw. 2-Ta- 
ges-Test entsprechen. Die Farbkarte ermoglicht eine Klassi- 
5 fizierung von Klasse 0-4. 

Der AUergodip wird als 1- und 2-Tages-Test angeboten. 
Zur Dokumentation der Ergebnisse wird vorzugsweise 
eine Patientenkarte verwendet. Die Karte gibt u. a, die Al- 
lergenzusammensteUung wieder und ist fur jeden Teststrei- 

to fen individueU farblich kodiert. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner die Verwendung des 
Streifentests zur in-vitro-AUergiediagnose im human- und 
veterinarmedizinischen Bereich. Insbesondere kann der 
Streifentest zum Nachweis von InhalauonsaUergenen, Nah- 

15 rungsmittelaUergenen, Kreuzreaktivitatsallergenen oder 
MediterranaUergenen und zur Diagnose der damit verbun- 
denen AUergien eingesetzt werden. 

Als Rcagcnzpapicrc konnen aUc saugfahigen Matrizcs 
verwendet werden, die ubUcherweise fur solche Tests im 

20 Gebrauch sind. Am weitesten verbreitet ist die Verwendung 
von Filterpapier, jedoch konnen auch andere saugfahige 
CeUulose- oder Kunststoffprodukte eingesetzt werden. Die 
saugfahigen Trager, vorzugsweise Filterpapier, werden in an 
sich bekannter Weise mit Tranklosungen impragniert, die 

25 die zur Besliimnung von Chlor nolwendigen Reagenzien 
enthalten. Die getrankten und getrockneten Papiere konnen 
zu quadradschen bzw. rechteckigen Zonen verarbeitet wer- 
den die ihrerseits in bekannter Weise auf die Tragerfolie, 
z. B. KuhststoffoUen, Papier- oder Metallstreifen aufgeklebt 

30 bzw. aufgesiegeit werden konnen. Die Klebeflache ist auf ei- 
nen Bruchteil der Reagenzpapierflache beschrankt, z. B. auf 
10 bis 20%. Die Reagenzpapiere kbnnen auch vor dem Im- 
pragnieren in Streifenform auf ein Kunststoffband aufge- 
bracht, und nach dem Impragnieren senkrecht zur Streifen- 

35 richtung in handUche Stabchen geschnitten werden. 

Die nachfolgeriden Beispiele dienen dazu, die Erfindung 
naher zu erlautern, diese aber keinesfaUs zu beschranken. 
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Beispiel 1 

Allergenkopplung an BrCN-aktivierte Hlterpapiere zur Her- 
steUung der Teststreifen (AUergodip) 



Alle Angaben beziehen sich auf eine AUergenkopplung 
45 an einen BfCN-Filterpapierbogen von der GroBe 1 6 X 26 cm 
= 416 cm 2 und einer Protein vorgabe von 10 pg/ml AUergen- 
verdunnungslosung. 

In einer MetaUschale ist es zweckmaBig nur ein BrCN- 
Filterpapierbogen zu inkubieren. 
50 Fiir die Allergenkopplung hat sich die Herstellung von 6 
Allergenblattern in einem Arbeitsgang als praktikabel er- 
wiesen. 

Eine Schaumbildung fuhrt bei proteinhaltigen Losungen 
zu unkontroUierbaren Denaturierungen von Proteinen. 
55 Schaumbildung durch heftiges Schutteln oder Ruhren ist da- 
her zu vermeiden. 
Durch Inkubation einer AUergenlosung mit Bromcyan- 
• aktivierten Filterpapierbogen (HersteUung siehe PA 
6.02.03) werden AUergene durch Ausbildung einer kovalen- 
60 ten Bindung immobiUsiert. 

Zur Kopplung des jeweiUgen AUergens werden 115 ml 
Allergenkopplungslosung in eine Inkubationsschale gege- 
ben. Die Schale wird so bewegt, daB der Bogen vollstandig 
mit AUergenkopplungslttsung bedeckt ist. 
65 Inkubation: DCA-Schuttlcr, Gcschwindigkcit 45 Mot/min, 
4°C, iiber Nacht 

Zwischen den einzelnen Schritten werden jeweils Wa- 
schungen durchgefuhrt (Waschlosungen s. nachfolgende 
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Seite). 



5-10 ml Allergenlosung fur die Proteinbestirnmung entneh- 
men. > 

Allergenlosung moglichst vollstandig dekantieren bzw. ab- 5 
saugen. 

Waschlosung Nr. 1 

1 x 1 20 ml. 10 Min. bei 4°C auf dem IKA-Schiitder bewe- 10 

gen. • 

I x 120 ml 3 h bei 4°C auf dem IKA-Schiittler bewegen. 

. Waschlosung Nr. 2 ,■ ' .. 
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3 x 1 20 ml' je 10 Min. bei 4°C,auf dem DCA-Schuttler bewe- 
gen. • " ■ . . 

c ' Waschlosung Nr. 3- 
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2 x 120 ml. je 10 Min., bei4°C auf dem IKA-Schuttlerbe : . 
wogen. 

Ripicrhogcn bis /ur Weiterverarbeitung unter Inkubations- 
puller aulbewuhren. 

Ms dart* dabci kein Schaum enlstehen.. ; ' 

/ur Aulbcwahrung werden die Testbogen oder -streifen, - •. 
gelriergetroeknei. : 

1st -die Gcfriertrocknung nicht direkt.nach der Allergen- 
koppplung moglich.:. werden .die ^llergenbogen einzeln, 30 
lul'tdichi und oh ne Puffer in FoHenschlauch eingeschweifit 
undbei 2()T zwischengelageru ; . 

Gclricrgcirucknci werden die Bpgen:oder Streifen.-ohne , ,. : 
Puffer, ein/eln injGT-Schalen.iEs.konnen 8 Allergenbogeh ... 
in eineni Durehgang getrocknet werden: Eine Gefriertrock- 35 
nung uber Nachi isl ausreichend. - 

Nach dem Gefrienrocknen miissen die ALlergenbogen so- 
fort ein/eln eingeschwciBt und etikettiert werden. Lagerung 
bei -20°C. - ? 

•40 

• Beispiel2. ( 

Durchfuhaing des l'-Tagestests mit Patientenserum 

Bevor die Reagenzicn und Allergodip in dem Test einge- .45 
setzt werden miissen diese auf Raumtemperatur gebracht 
werden. Vor Gebrauch Substrat durch vorsichtiges mehrma-. 
liges Kippen mischen. Vor dem Arbeiten Inkubator . ein T 
schalten. urn fur die Substratinkubation die Arbeitstempera- 
tur von 37°C zu erreiehen. • \ ' .r-> ; . "... - / 50 

Paiientcnscnim wird bis zum Ringmarker in die Testglas- 
rohrchen pipctiicrt. Allergodip, der Teststreifen, wird in das 
Serum gestcllt. AUc Allergenpads miissen unter Flussigkeit 
stehen. ... . 

Die Inkubation erfolgt 3G ; Min.bei Raumtemperatur. Man 55 
verwendetalsSubsirai AP-purple. 

Der Allcrgodip wird aus dem Serum entnommen und iiber 
die Halterung in cin mil Waschpuffer gefiilltes Ultraschall- 
bad gehangt. liine Waschung unter flieBendem Wasser 
(Wasserhahn) ist cbenfalls moglich. \ 60 



strohrchen pipetuert Als Konjugat wird AP-Anti-IgE-Kon- 
jugat verwendet. Der Allergodip wird in das Konjugat ge- 
stellt und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die Waschung erfolgr. mit. dem gleichen Waschpuffer wie 
zuyor uber 5 Min. im Ultraschallbad. Der Allergodip wird 
entnommen. und kurz mit Filterpapier abgetupft Anschlie- 
Bend wird das Substrat bis zum Ringmarker in drittes Te- 
strdhrchen pipettiert und der Allergodip in das Substrat ge- 
stelit. Die Inkubation erfolgt 3 Stunden bei 37°C im Inkuba- 
tor, Danach wird der Teststreifen Allergodip aus dem Rohr- 
chen entnommen, mit Filterpapier abgetupft und die Farbre- 
aktion abgetesen. 

Die Beurteilung der Ergebnisse, erfolgt durch Vergleich 
mit Farbkarte (1-Tagestest-Klasse 0-4). 

Allergodip kann zur Dokumehtatidn aufgeklebt werden. 
Der Farbkomplex des Teststreifens ist bei Raumtemperatur 
mindestens ein Jahr stabil. 

. ' , Beispiel 3 ."*"' 

Durchfuhrung des 2-Tagestests mifPatientenserum 

Bevor die Reagenzien und AUergodip in dem Test einge- 
setzt werden miissen diese auf Raumtemperatur gebracht 
werden, Vor Gebrauch Subslral durch vorsichdges inehnna- 
liges Kippen mischen. 

. Das Patientenserum wird bis zum Ririgmaker in die Test- 
giasrohrchen pipetuert. Allergodip wird in das Serum ge- 
stellL Alle Allergenpads miissen unter Flussigkeit stehen. 
Die Inkubation erfolgt 3 Std. bei Raumtemperatur. Der Test- 
streifen Allergodip wird aus dem Serum entnommen und 
mit der Befestigungsklammer bzw. uber eine Halterung in 
ein. mit Waschpuffer gefulltes Ultraschallbad gehangt. Alle 
Allergenpads miissen mit dem Waschpuffer bedeckt sein 
und werden 2-5 Min. im Ultraschallbad gewaschen. Auch 
ist eine Waschung unter flieBendem* Wasser (Wasserhahn) 
moglich. AnschlieBend werden die Sticks entnommen und 
kurz mit rilterpapier abgetupft. 

Danach wird das Konjugat AP-A-IgE bis Ringmarker in 
ein zweites Testrohrchen pipetuert und der Teststreifen in 
das Konjugat gestellt. Die Inkubation erfolgt uber eine Zeit- 
dauer von 18 Stunden bei Raumtemperatur. 

Danach wird der Teststreifen entnommen und mit einem 
Waschpuffer (0,9% NaCI, 1% Tween 20, ,05% NaN 3 , Was- 
ser) 2 Minuten im Ultraschallbad gewaschen (Waschung un- 
ter flieBendem Wasser ebenfalls moglich). 
.. - -Der Teststreifen wird danach entnommen und mit Filter- 
papier abgetupft. AnschlieBend wird das Substrat AP-purple 
IgE in eimweiteres Testrohrchen pipetdert und der Teststrei- 
fen fur 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

SchlieBlich wird der Allergodip-Teststreifen entnommen, 
mit Filterpapier abgetrocknet und die Farbreaktion abgele- 
sen und ausgewertet. Die Beurteilung der Ergebnisse erfolgt 
durch Vergleich gegen die Allergodip-Farbkarte (Klassen 
0-4). Der Aliergodip wird zur Dokumentation in die Paden- 
tenkartegeklebt.' s 

Beispiel 4 



- Alle Allergenpads miissen mit dem Waschpuffer be- r . - 
deckt sein. *• : ■■ 

- 5 Min. im UUraschailbad waschen. 

- Sticks entnehmen und kurz mit. Filterpapier abtup- 65 
fen. 



Testung mit Vollblut (heparinisiert) 

Die Testung wird analog zu der Testdurchfuhrung des 1- 
Tages-Tests durchgefuhrt. Samtliche Zeitintervalle werden 
beibehalten. Es konnten keine Unterschiede in bezug auf 
den Scrumtcst fcstgcstcllt werden. Die Farbreaktion war 
klar und deutlich und entsprach der des Serumtests. 



Das Konjugat wird bis zum Ringmarker in ein zweites Te- 
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Beispiel 5 oder Mediterranallergenen. 



Test zur Serumreduzierung (Pfannentechnologie) 

Die Testvorschrift entspricht der von Beispiel 3 (2-Tages- 5 
Test) mit foigenden Anderungen: 

Die Inkubation mit \bllblut oder Serum erfolgt nicht in 
einem Testrohrchen, sondem in einem Kunststoffpfannchen 
mit geringerem Volumen. Es werden anstatt 800 ul nur 
100-150 jjI Vollblut oder Serum eingesetzL Die Inkubation to 
erfolgt in einer feuchten Kamrner (z. B. handelsiiblicher ver- 
schlieBbarer Gerrierbehalter), derart, daB ein feuchtes Filter- 
papier in diese Kamrner gelegt wird. Anschliefiend stellt 
man die mit Serum oder Vollblut gefullte Pfanne in diese 
Kamrner und legt den Teststreifen mit der Seite der AUer- 15 
. genpads in die mit Vollblut oder Serum befullte Pfanne hin- 
ein. Die Schale wird mit dem Deckel verschlossen, so daB 
die Inkubation, wic untcr Beispiel 3 bcschricbcn, durchge- 
fuhrt werden kann. 

Die weiteren Schritte werden, wie unter Beispiel 3 be- 20 
schrieben, beibehalten. 



Patentanspriiche 

1. Streifentest fiir die in-viu*o-Allergiediagnose von 25 
spezifischem IgE, dadurch gckcnnzcichnct, daB der 
Test sowohl mit Vollblut als auch mit Serum durchge- 
fuhrt werden kann. 

2. Streifentest nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB jeder Stick mit jeweils einer Positiv-, einer Ne- 30 
gativkontrolle und mindestens 9 AUergenen beschich- 

tet ist. 

3. Streifentest nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB er jeweils ein Komplettest zum Nachweis von 
Inhalalionsallergenen, Nahrungsmitteiallergenen, 35 
Kreuzreaktivitatsallergenen und Mediterranallergenen 
darstellt. 

4. Streifentest nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB er 

in Form eines Testsystems (Kit) vorliegt. 40 

5. Streifen test-System nach Anspruch 4 enthaltend 10' 
Allergen-Dipsticks, Konjugat, Substrat, Patienten- 
Farbkarten rnit Farbcode zur visuellen Auswertung und 
einer Durchfurirungsvorschrifl. 

6. / Verfahren zum Nachweis von spezifischem IgE in. 45 
Vollblut oder Seren, dadurch gekennzeichnet^ daB min- 
destens die foigenden Schritte nacheinander ausgefuhrt L 
werden: - 
1. Pipettierung des Serums oder \bllblutes in ein Te- 
suxihrchen oder eine Inkubationspfanne; 50 

2. Inkubation mit dem Teststreifen (Allergen ' 

di P Tn, ) ; 

3. Waschen unter flieBendem Wasser oder im Ui- 
traschallbad 

4. AUergodip™-Inkubation mit dem Konjugat; 55 

5. Waschen; 

6. Allergodip™-Inkubation mit dem Substrat; 
1. Kurzes Trocken mit FlieBpapier; 

, 8. Entnahme des entwickelten Teststreifens; 

9. Abgleich gegen die Farbkarte oder Abgieich 60 
und Dokumentation mittels der kombinierten Pa- 
tienten/Farbkarte. 

7. Verwendung des Streifentests zur in-vitro-Aliergie- 
diagnose im human- und veterinarmedizinischen Be- 
rcich. 65 

8. Verwendung des Streifentests zur in-vitro-AUergie- 
diagnose zum Nachweis von Inhalationsallergenen, 
Nahrungsmitteiallergenen, Kreuzreaktivitatsallergenen 
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